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Povzetek 
Človeški katepsin L je papainu podobna cisteinska endopeptidaza izražena v 
večini celic. Ima pomembno vlogo pri razgradnji proteinov, predstavitvi antigenov in 
regulaciji celičnega cikla. Namen naše raziskave je bil identificirati alosterične 
inhibitorje katepsina L. Slednji imajo prednost pred ortosteričnimi, saj zagotavljajo 
večjo specifičnost vezave. Kot tarčno alosterično mesto smo si izbrali tisto, kamor se 
dokazano vežejo alosterični efektorji na katepsinu K, ki sodi v družino katepsinu L 
podobnih peptidaz. Kot potencialne inhibitorje smo testirali spojine, ki so bile 
sintetizirane kot možni inhibitorji katepsina K in S. Testiranja smo izvedli z meritvijo 
aktivnosti encima s fluorogenim substratom Z-LR-AMC. Identificirali smo 12 
linearnih in 5 hiperboličnih inhibitorjev. Da pa bi preverili, ali se spojina res veže v 
alosterično mesto, smo naredili mutanto, ki ima pet aminokislinskih ostankov v 
alosteričnem mestu zamenjanih s tistimi iz sorodnega katepsina V. Kot najboljši 
inhibitor s hiperboličnim mehanizmom delovanja se je izkazala spojina 2. Z logistično 
enačbo s štirimi parametri smo določili faktor EC50 670 ± 300 µM. Spojina zmanjša 
aktivnost encima za 30 %. Afiniteta vezave se pri mutiranih oblikah encima spremeni, 
zato lahko trdimo, da se veže v tarčno alosterično mesto. 
 
Ključne besede: peptidaza, inhibicija, alosterična regulacija  
Characterization of amino acid derivatives of succinimide 
as allosteric effectors of cathepsin L  
Human cathepsin L is a papain-like cysteine endopeptidase expressed in most 
cells. It plays crucial roles in protein degradation, antigen presentation and regulation 
of the cell cycle. Our research is focused on identifying allosteric inhibitors of 
cathepsin L. As our target allosteric site we choose a site where allosteric effectors 
bind on the related cathepsin K. We characterized the effects of potential allosteric 
inhibitors from a library of amino acid derivatives of succinimide that were 
synthesized as potential inhibitors of cathepsins K and S. By measuring the activity 
of cathepsin L with the synthetic fluorogenic substrate Z-LR-AMC we identified 12 
linear inhibitors and 5 hyperbolic inhibitors. To test whether the inhibitors bind to the 
allosteric site we produced a mutant variant of cathepsin L with five amino acids in 
target allosteric site substituted with those from the closely related cathepsin V. The 
best hyperbolic inhibitor was compound 2 which lowered the activity of the enzyme 
by 30 % and had an EC50 value of 670 ± 300 µM for wild-type cathepsin L. The 
affinity of binding on mutant enzyme of chatepsin L is different so compound 2 most 
likely binds to allosteric site. 
 
Keywords:  peptidase, inhibition, allosteric regulation 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov:  
catL katepsin L 
Da Dalton  
DMSO dimetil sulfoksid 
DTT ditiotreitol 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
IPTG izopropil β-D-tiogalaktopiranozid 
Km Michaelisova konstanta 
mutA mutanta A 
rcf  relativna centrifugalna sila (ang. relative centrifugal force) 
rpm obrati na minuto (ang. revolutions per minute) 
Z-LR-AMC benziloksikarbonil-levcil-arginil-7-amino-4-metilkumarin 
 
 
Seznam aminokislin:  
Aminokislina 
Enočrkov
na oznaka 
Tričrkovna 
oznaka 
 Aminokislina 
Enočrkov
na oznaka 
Tričrkovna 
oznaka 
alanin A Ala  izolevcin I Ile 
arginin R Arg  levcin L Leu 
asparagin N Asn  lizin K Lys 
aspartat D Asp  metionin M Met 
cistein C Cys  prolin P Pro 
fenilalanin F Phe  serin S Ser 
glicin G Gly  tirozin Y Tyr 
glutamin Q Gln  treonin T Thr 
glutamat E Glu  triptofan W Trp 
histidin H His  valin V Val 
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1 UVOD  
1.1  CISTEINSKE PEPTIDAZE 
 
Peptidaze so encimi, ki katalizirajo reakcijo hidrolize peptidne vezi. Najdemo jih 
v organizmih vseh treh domen življenja in tudi virusih. Imajo različne funkcije – od 
enostavnega katabolizma proteinov, pa do regulacije kaskade strjevanja krvi, 
apoptoze in procesiranja prepropeptidov1.  
Vse znane peptidaze so zbrane v bazi MEROPS. Ločimo aspartatne, cisteinske, 
glutaminske, metalo, asparaginske, mešane, serinske, treoninske in skupino peptidaz 
z neznanim katalitičnim mestom2. V družine so razdeljene glede na aminokislinski 
ostanek v aktivnem mestu, ki je udeležen v procesu katalize.  
Cisteinske peptidaze imajo v aktivnem mestu katalitično diado Cys-His, ki tvorita 
tiolatni-imidazolni ionski par, ključen za proteolitično aktivnost encimov3. Aktiviran 
cistein deluje kot nukleofil in napade karbonilni ogljikov atom v peptidni vezi. Pri 
tem nastaneta tetraedrični intermediat in acil-encimski intermediat, iz katerega se 
odcepi aminski konec peptida. V reakcijo nato vstopi molekula vode, ki deluje kot 
nukleofil in napade ogljik v peptidni vezi, pri čemer nastane drug tetraedrični 
intermediat. Reakcija se zaključi z odcepom kisline.  
 
 
1.2  CISTEINSKI KATEPSINI  
 
Med cisteinske peptidaze sodijo tudi papainu podobne peptidaze2. Gre za družino 
proteaz s širokim spektrom funkcij v človeškem organizmu, ki sodelujejo pri 
predstavitvi antigenov, oblikovanju zunajceličnega matriksa in procesiranju 
hormonov. Udeležene pa so tudi v bolezenska stanja kot so rak, kardiovaskularne 
bolezni in bolezni kosti ter sklepov4,5.  
Pri človeku v družino papainu podobnih peptidaz uvrščamo 11 človeških 
cisteinskih katepsinov (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W in X) 2. Gre za monomerne 
globularne proteine z molekulskimi masami med 25 kDa in 35 kDa4. Izjema je 
katepsin C, ki je tetrameren protein z molekulsko maso 200 kDa5. Vsi katepsini imajo 
tipično papainsko zvitje prikazano na sliki 1. So iz dveh domen imenovanih L- in R-
domena. Aktivno mesto je v obliki črke V oblikovana reža med obema polovicama1. 
Substrat se v aktivno mesto veže v iztegnjeni konformaciji preko sedmih ostankov, ki 
zasedajo mesta od S4 do S3' na encimu. Preferenčni aminokislinski ostanki na teh 
mestih se za posamezen katepsin razlikujejo3.  
Katepsini se v višjih koncentracijah nahajajo v endosomih in lizosomih, kjer 
razgrajujejo proteine in sodelujejo pri predstavitvi antigenov v sklopu 
histokompatibilnega kompleksa II (MHC II). Prisotni so tudi v zunajceličnem 
2 
 
prostoru in jedru. Njihova funkcija v zunajceličnem prostorju je pogosto povezana s 
patološkimi stanji5 in ravno zato so predmet mnogih raziskav1.  
Največja skupina znotraj družine papainu podobnih peptidaz so katepsinu L 
podobne peptidaze. Sem uvrščamo človeške katepsine L, V, S in K ter nekatere 
rastlinske peptidaze, kot so papain, bromelain in ficin1.  
 
 
 
Slika 1: Prikaz strukture papaina v standardni orientaciji. S puščico je na vrhu 
označeno aktivno mesto (koda PBD 1ppn). 
 
 
1.2.1 KATEPSIN L  
 
Katepsin L je endopeptidaza prisotna v večini evkariontskih celic. Preferenčno 
cepi peptidno vez v substratu s pozitivno nabito skupino na mestih S1 in S3. Na mesto 
S2 se preferenčno veže hidrofobna aromatska skupina, kot ju imata Leu in Phe. Za 
vezavo na mesti S1' in S2' encim kaže manjšo specifičnost3.  
Katepsin L se sintetizira kot preproencim na ribosomih vezanih na endoplazemski 
retikulum. Signalni peptid se odstrani že med samo sintezo, do aktivacije proencima 
pa lahko pride avtokatalitično pri nizkem pH (3,0 do 3,5) ali s pomočjo katepsina D 
in metalo-endopeptidaze. Zrela oblika encima je najbolj aktivna pri pH med 5,0 in 6,0 
in se inaktivira pri nevtralnem pH6.  
Encim je v celicah prisoten v dveh oblikah: eno- in dvoverižni (slika 2). Zanka, ki 
obsega ostanke Glu286-Asn293, ti dve obliki med sabo povezuje. Za prehod iz ene v 
drugo obliko je v primeru človeškega katepsina L potrebna cepitev med ostankoma 
Asp291 in Asn2925. Dvoverižno obliko lahko izoliramo iz jetrnega tkiva, ob pripravi 
rekombinantnega encima pa dobimo enoverižno obliko6. 
Encim v najvišji koncentraciji najdemo v lizosomih, kjer razgrajuje proteine. 
Dokazano je bilo, da učinkovito razgrajuje proteine zunanje kapside virusov in druge 
virusne proteine. Pomembno vlogo ima tudi pri predstavitvi antigenov in procesiranju 
invariantne verige. Katepsin L pa najdemo tudi v jedru, kjer regulira napredovanje 
celičnega cikla iz faze G1 v fazo S5. 
L-domena R-domena 
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  Povečano aktivnost katepsina L so zaznali pri pacientih z arterosklerozo7. 
Pomembno vlogo ima tudi pri mnogih oblikah raka, saj rakave celice izločajo do 200-
krat več katepsina L, ki v zunajceličnem prostoru razgrajuje zunajcelični matriks. To 
spodbudi metastaziranje tumorja in poslabša prognozo8. 
 
 
 
Slika 2: Strukturi človeškega katepsina L. Prikazani sta enoverižna oblika (levo; 
koda PDB 2yjb) in dvoverižna oblika (desno, koda PDB 1icf) encima. Zanka, ki 
povezuje obliki, je na desni. Mesto cepitve za prehod iz eno- v dvoverižno obliko 
označuje puščica. Kroglice označujejo katalitično diado Cys138 (rumena) in 
His276 (modra). 
 
 
1.3 REGULACIJA ENCIMSKE AKTIVNOSTI   
 
Aktivnost peptidaz mora biti striktno uravnana, saj ima njihovo prekomerno 
delovanje lahko uničujoče posledice za celico in organizem. Regulacija aktivnosti 
največkrat poteka z makromolekulskimi inhibitorji, ki zmanjšajo aktivnost encima. 
Običajno so to molekule, ki ne kažejo specifičnosti in inhibirajo celotno družino z 
vezavo v aktivno mesto. Regulacija lahko poteka tudi na ravni pretvorbe cimogena v 
zrel encim, kar se dogaja v lizosomih ali s pomočjo dejavnikov okolja, kot sta pH in 
osmotska jakost4.  
Eden izmed možnih načinov regulacije pa je tudi alosterična regulacija, ki si jo 
razlagamo kot regulacijo preko oddaljenih mest. Pri tem na encimsko aktivnost vpliva 
vezava liganda oziroma efektorja na alosterično mesto. To mesto je oddaljeno od 
aktivnega mesta. Efektor lahko poveča encimsko aktivnost in ga imenujemo 
alosterični aktivator ali pa jo zmanjša in ga imenujemo alosterični inhibitor9.  
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1.3.1 ALOSTERIČNA REGULACIJA 
 
Leta 1904 je Christian Bohr v svojem delu opisal, kako vezava ogljikovega 
dioksida na hemoglobin vpliva na vezavo kisika na isti encim. Šele mnogo let kasneje, 
1961, pa se je prvič v literaturi pojavil izraz alosterija. Uporabila sta ga Jacques 
Monod in Francois Jacob za opis mehanizma, pri katerem inhibitor ni sterično 
analogen substratu10.  
Včasih je veljalo, da je alosterična regulacija prisotna samo pri polimernih 
proteinih kot sprememba kvartarne strukture. Danes pa vemo, da je prisotna tudi pri 
monomernih proteinih.  
Alosterična regulacija lahko poteka preko vezave liganda na alosterično mesto. 
Poznamo pa tudi od liganda neodvisno alosterično regulacijo, kamor prištevamo 
mutacije in kovalentne modifikacije alosteričnega mesta. Glede na to, da so površine 
vseh proteinov potencialno vezavno mesto za ligand ali nastanek mutacij, lahko 
rečemo, da je alosterija lastnost vseh proteinov. Edina izjema so fibrilarni proteini, ki 
imajo samo eno stabilno konformacijo9. 
Proteini so dinamične molekule. Nativna struktura proteina je vsota različnih 
konformer, ki se samo malo razlikujejo ena od druge9,11. Alosterična motnja povzroči 
premik ravnotežja med temi že prej obstoječimi konformacijskimi stanji. Pri tem 
lahko pride do prenosa signala v obliki konformacijske spremembe, kar se odraža v 
spremenjeni strukturi aktivnega mesta. Poznamo pa tudi primere, pri katerih ne 
vidimo konformacijske spremembe, vendar je alosteričen efekt kljub temu prisoten. 
Gre za fenomen, ki alosterijo definira kot termodinamski pojav, katerega gonilo sta 
entropija in entalpija11. 
Danes so pri razvoju zdravil pogosto predmet raziskav majhne molekule, ki 
delujejo kot alosterični inhibitorji. Alosterični regulatorji imajo prednost pred 
ortosteričnimi, tistimi, ki se vežejo v aktivno mesto. Aktivno mesto je lahko znotraj 
posamezne družine encimov ohranjeno in ima podobno afiniteto do vezave molekul 
pri različnih encimih v družini. Ortosterični efektor, bi zato vplival na aktivnost 
celotne družine. Alosterična mesta pa se lahko med posameznimi encimi znotraj 
družine močno razlikujejo in tako predstavljajo idealno mesto, za bolj selektivno 
vezavo molekul9.  
Podatki o alosteričnih proteinih, modifikatorjih in povezanih boleznih se zbirajo 
v Allosteric Database (ASD). Baza se letno nadgrajuje in trenutno vsebuje več kot 
80.000 alosteričnih modifikatorjev, med katerimi je največ alosteričnih inhibitorjev 
človeških encimov12. 
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1.3.2 ALOSTERIČNA REGULACIJA KATEPSINOV 
 
Med človeškimi katepsini je največ raziskav na področju alosterične regulacije 
narejenih na katepsinu K. Gre za encim, ki se v največji meri izraža v osteoklastih in 
s svojo aktivnostjo pomembno vpliva na strukturo kosti. Povišana aktivnost katepsina 
K vodi v nastanek osteoporoze in ravno zato je encim željena tarča za zdravljenje 
bolezni13.  
 Na katepsinu K je bilo odkritih več alosteričnih mest. Na nekatere se vežejo 
biološke molekule, kot so glukozaminoglikani (na primer heparin in hondroitin sulfat) 
in s tem povečajo aktivnost encima. Na ostala alosterična mesta se vežejo le sintetični 
ligandi. Eno izmed takih alosteričnih mest je označeno na sliki 3, kamor se veže tudi 
spojina NSC13345, ki alosterično inhibira encim14,15. V naši raziskavi smo si kot 
tarčno alosterično mesto katepsina L izbrali mesto, ki je homologno označenemu 
alosteričnemu mestu na katepsinu K. 
 
 
 
Slika 3: Prikaz površine katepsina K. Prikazana površina katepsina K (koda PDB 
1atk) je obarvana glede na elektrostatski potencial. S puščico je označeno aktivno 
mesto. Na desni spodnji strani encima je obkroženo  alosterično mesto, kamor se 
vežejo sintetični alosterični inhibitorji. 
 
 
Človeška katepsina K in L sta si strukturno podobna, kar vidimo na sliki 4, vendar 
imata le 64,4 % podobnih aminokislin. Precej se razlikujeta v bližini tarčnega 
alosteričnega mesta, kamor se vežejo sintetični alosterični inhibitorji na katepsin K. 
V bližini homolognega alosteričnega mesta na katepsinu L je dolga fleksibilna zanka, 
ki je na sliki 4 označena s puščico. Te zanke pri katepsinu K ni in je zato struktura 
alosteričnega mesta bolj toga. Poleg tega ima katepsin K v alosteričnem mestu več 
pozitivno nabitih ostankov. 
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Slika 4: Poravnava struktur katepsina L in katepsina K. Struktura katepsina L 
(koda PDB 3kse) je prikazana z modro barvo, struktura katepsina K (koda PDB 
1atk) s sivo barvo. Zanka, ki povezuje enoverižno in dvoverižno obliko katepsina L 
je označena s puščico in predstavlja del tarčnega alosteričnega mesta. 
 
 
Med cisteinskimi peptidazami je raziskana tudi alosterična regulacija falcipaina 
2. Gre za plazmodijevo peptidazo, ki ob okužbi v človeškem telesu razgrajuje 
hemoglobin in tako povzroča napredovanje malarije. Ob razgradnji hemoglobina 
nastanejo produkti, ki jih parazit nujno potrebuje za rast in metabolizem. Inhibicija 
falcipaina 2 je zato dobra potencialna tarčna za zdravljenje malarije16. Inhibitorji, ki 
se vežejo v alosterično mesto, so zaradi večje selektivnosti bolj primerni kot 
ortosterični inhibitorji. Sintetizirana sta bila azapeptida, ki se selektivno vežeta na 
alosterično mesto falcipaina 2 in inhibirata njegovo delovanje, posledično pa zavreta 
rast parazita17. 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZA 
 
V literaturi je že dokazana prisotnost alosterične regulacije nekaterih katepsinu L 
podobnih peptidaz. Namen diplomske naloge je bil ugotoviti funkcionalnost 
homolognega alosteričnega mesta na katepsinu L in okarakterizirati način inhibicije 
posameznih organskih sintetičnih inhibitorjev. Uporabili smo tiste sintetične 
inhibitorje, za katere je bil že okarakteriziran vpliv na katepsina K in S. Gre za 
aminokislinske derivate sukcinimida.  
V še neobjavljenem delu je bila testirana enaka knjižnica spojin na katepsinu V. 
Kljub temu, da sta si encima med sabo zelo podobna, smo ob primerjavi rezultatov 
našli razlike v inhibiciji posameznih spojin. Zato smo v drugem delu diplomske 
naloge izvedli mutagenezo, s katero smo pet aminokislin v alosteričnem mestu 
katepsina L spremenili v aminokisline, ki so na istem mestu pri katepsinu V z 
namenom potrditve vezave posameznih inhibitorjev na to alosterično mesto.  
 
Postavili smo dve hipotezi: 
 
Hipoteza 1: Katepsin L je alosterično reguliran encim.  
Hipoteza 2: Katepsin L ima funkcionalno alosterično mesto, ki je homologno že 
dokazanim alosteričnim mestom na nekaterih drugih katepsinu L podobnih 
peptidazah.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 PUFRI 
 
    Tabela 1: Seznam uporabljenih pufrov.  
Ime pufra Sestava 
Dializni pufer 1 mM EDTA, 20 mM NaH2PO4, 0,5 M 
NaCl, pH = 7,4 
Elucijski pufer 20 mM NaH2PO4 pH = 7,4, 500 mM 
NaCl, 250 mM imidazol 
Nanašalni pufer 20 mM NaH2PO4 pH = 7,4, 500 mM 
NaCl, 20 mM imidazol 
Pufer za aktivacijo prokatepsina L 3 M NaOAc pH = 3,4 
Pufer za spiranje 20% saharoza, 1 mM EDTA, 20 mM 
tris/HCl pH= 7,5 
Pufer za testiranje 100 mM NaOAc, 1 M EDTA, pH = 5,5 
Pufer za ustavitev aktivacije 
katepsina L 
3 M NaOAc pH = 5,5 
 
 
3.1.2 GOJIŠČA 
 
    Tabela 2: Seznam uporabljenih gojišč.  
Tip gojišča Koncentracija antibiotikov 
Gojišče LBA  Gojišče LB z 50 µg/ml končno 
koncentracijo ampicilina. 
Gojišče LBACT Gojišče LB z 50 µg/ml končno 
koncentracijo ampicilina, 34 µg/ml 
kloramfenikola in 12,5 µg/ml tetraciklina.  
 
 
3.1.3 KEMIKALIJE 
 
    Tabela 3: Seznam uporabljenih kemikalij s pripisanimi proizvajalci.  
Kemikalija Proizvajalec 
DMSO Sigma-Aldrich, ZDA 
DTT Thermo Scientific, ZDA 
EDTA Sigma-Aldrich, ZDA 
imidazol Sigma-Aldrich, ZDA 
IPTG Sigma-Aldrich, ZDA 
klorovodikova kislina (HCl) Carlo Erba Reagents, Italija 
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NaOAc Sigma Aldrich, ZDA 
NaH2PO4 Merck, Nemčija 
natrijev klorid (NaCl) Gram-mol, Hrvaška 
saharoza Fisher Scientific, UK 
Tris Sigma-Aldrich, ZDA 
 
 
3.1.4 SUBSTRATI 
 
Aktivnost katepsina L smo detektirali s spektrofluorimetrom, zato smo uporabili 
sintetičen substrat Z-LR-AMC (Bachem, Švica), ki vsebuje fluorogeno skupino 
AMC. Ta se po encimski katalizi sprosti iz substrata in fluorescira. 
 
 
3.1.5 TESTIRANE SPOJINE 
 
Testirali smo knjižnico spojin, ki so aminokislinski derivati sukcinimida. 
Sintetizirala jih je Tjaša Goričan na UL FKKT kot potencialne alosterične inhibitorje 
katepsinov K in S, ki sodita v skupino katepsinu L podobnih peptidaz. Spojine so 
navedene v tabeli 4. 
 
Tabela 4: Seznam testiranih spojin. Navedene so oznake in pripadajoče strukturne 
formule spojin. Glede na to ali ima spojina vpliv na aktivnost katepsin L je v zadnjem 
stolpcu navedeno Da/Ne. 
SPOJINA 
OZNAKA STRUKTURNA 
FORMULA 
VPLIV NA KATEPSIN L  
1 
 
Da 
2 
 
Da 
3 
 
Da 
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4 
 
Ne 
5 
 
Da 
6 
 
Da 
7 
 
Da 
8 
 
Da 
9 
 
Da 
10 
 
Da 
11 
 
Da 
12 
 
Da 
13 
 
Da 
12 
 
14 
 
Ne 
15 
 
Ne 
16 
 
Da 
17 
 
Ne 
18 
 
Da 
19 
 
Da 
20 
 
Da 
21 
 
Ne 
22 
 
Da 
23 
 
Da 
13 
 
24 
 
Ne 
25 
 
Ne 
26 
 
Ne 
27 
 
Ne 
28 
 
Ne 
 
 
3.1.6 BAKTERIJSKI SEV  
Za izražanje rekombinantnega človeškega katepsina L in mutante katepsina L smo 
uporabili celice Escherichia coli (E. coli) seva Rosetta-Gami 2(DE3)pLysS (Merck, 
Nemčija). Gre za sev, ki združuje lastnosti sevov Rosetta 2 in Origami 2, z genotipom 
navedenim v tabeli 5. Omogoča lažjo tvorbo disulfidnih vezi v citoplazmi in izražanje 
evkariontskih proteinov. Vsebuje vektor pRARE2, ki nosi zapis za sedem redkih 
tRNA. Sev je odporen proti streptamicinu, tetraciklinu in kloramfenikolu. Oznaka 
DE3 pomeni, da sev v genomu vsebuje zapis za RNA-polimerazo T7, katere izražanje 
je regulirano s promotorjem lacUV5. Primeren je za izražanje proteinov iz plazmidov 
pET, pri čemer za indukcijo izražanje uporabimo IPTG18. 
Za namnožitev mutiranih plazmidov smo uporabili celice E. coli seva DH5α 
(tabela 5). Gre za kompetentne celice z visoko učinkovitostjo transformacije. Vneseni 
plazmid je v njih zaradi mutacije recA1 stabilen. Uporabimo jih lahko za belo-modri 
test19.  
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      Tabela 5: Seznam uporabljenih sevov bakterije Escherichia coli.  
sev  genotip 
DH5α F– endA1 glnV44 thi-
1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 φ80dlacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK
–mK
+), λ– 
Rosetta-Gami 
2(DE3)pLysS 
Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 
ahpC galE galK rpsL(DE3) F′[lac+ lacIq pro] gor522::Tn10 
trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR)  
 
 
3.1.7 POMEMBNEJŠA LABORATORIJSKA OPREMA 
 
       Tabela 6: Seznam pomembnejših uporabljenih naprav pri delu.  
Naprava Model Proizvajalec 
centrifuga Mini Spin plus 
5810 R 
Sorvall RC 6+ 
Eppendorf, Nemčija 
Eppendorf, Nemčija 
Thermo Scientific, ZDA 
črpalka P-1 Pharmacia Fine 
Chemicals, Švedska 
fluorimeter Luminescence 
spectrometer LS50B 
Perkin Elmer, ZDA 
FPLC UPC900 Amersham Biosciences, 
UK 
magnetno mešalo FB15045 Fisher Scientific, ZDA 
pH meter SevenEasy Mettler Toledo, ZDA 
sonifikator Labsonic 2000 B. Braun, Nemčija 
spektrofotometer Cary 50 UV-VIS Varian, ZDA  
stresalnik IS 200K 
Orbital incubator 
Kambič, Slovenija 
Sanyo, Japonska 
tehtnica XA 60/220/X 
WLC 2/A2 
PL83-S 
RADWAG, Poljska 
RADWAG, Poljska 
Mettler Toledo, ZDA 
termoblok Thermomixer comfort 
Thermomixer 5436 
Eppendorf, Nemčija 
Eppendorf, Nemčija 
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3.2  METODE 
 
3.2.1 IZRAŽANJE REKOMBINANTNEGA ČLOVEŠKEGA 
PROKATEPSINA L IN NJEGOVA AKTIVACIJA 
 
100 µL kompetentnih celic Rosetta-Gami 2(DE3)pLysS smo dodali 1 µL 
plazmida pET32/28 z vstavljenim zapisom za človeški prokatepsin L. Po polurni 
inkubaciji smo izvedli toplotni šok, pri čemer smo celice s plazmidom inkubirali 45 
sekund pri 42 °C in 2 minuti na ledu. Sledila je 1 ura inkubacije pri 37 °C s stresanjem 
pri 300 obr./min. 200 µL suspenzije celic smo aseptično prenesli na trdno gojišče 
LBACT. Ploščo smo inkubirali preko noči pri 37 °C.  
Naslednji dan smo eno kolonijo prenesli v 50 ml tekočega gojišča LBACT. Sledila 
je prekonočna inkubacija pri 37 °C.  
V štiri stresalne erlenmajerice s 400 ml tekočega gojišča LBACT, smo prenesli 8 
ml suspenzije bakterij. Inkubirali smo jih pri 37 °C s stresanjem pri 130 obr./min in 
merili absorbanco pri 600 nm (A600), Inkubacija je trajala toliko časa, da je A600 
dosegla vrednost med 0,6 in 0,8. Nato smo erlenmajerice prestavili na 18 °C in 
inducirali izražanje prokatepsina L z dodatkom IPTG do končne koncentracije 1 mM. 
Erlenmajerice smo inkubirali preko noči.  
Naslednji dan smo suspenzijo celic centrifugirali 10 minut pri 8000 g in 4 st. C. 
Supernatant smo odlili, pelet pa resuspendirali v 30 ml pufra za spiranje. To smo 
ponovno centrifugirali 10 minut pri 11 000 g. Supernatant smo odlili, pelet pa 
zamrznili pri – 80 °C. Ko je pelet popolnoma zamrznil, smo ga resuspendirali v 15 
ml nanašalnega pufra. Suspenzijo celic smo homogenizirali in nato še sonificirali. 
Sonificirali smo petkrat po 20 sekund s 5 sekundno pavzo in po petih minutah to 
ponovili še dvakrat. Homogenat smo centrifugirali 20 minut pri 30 000 g. Supernatant 
smo nato prefiltrirali. Za čiščenje proteina smo uporabili nikelj afinitetno 
kromatografijo. Protein smo iz kolone eluirali z elucijskim pufrom.  
Sledila je dializa z dializnim pufrom, pri čemer smo koncentracijo imidazola 
zmanjšali na 1 mM. Protein smo še koncentrirali. 
Prokatepsin L smo aktivirali z dodatkom 3 M NaOAc pH 3,4 do končnega 10 % 
volumna. Protein smo inkubirali pri 30 °C. Postopek aktivacije smo spremljali z 
merjenjem aktivnosti katepsina L na fluorimetru s substratom Z-LR-AMC. Aktivacijo 
smo ustavili z dodatkom 3 M NaOAc pH 5,5 do končnega 8 % volumna.  
Aktiviran katepsin L smo shranili pri -20 °C. Pred uporabo smo ga redčili v pufru 
za testiranje. 
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3.2.2 MERITEV AKTIVOSTI ENCIMA V PRISOTNOSI TESTIRANIH 
SNOVI 
 
Kot potencialne alosterične inhibitorje smo izbrali spojine, ki imajo 
okarakteriziran vpliv na aktivnost katepsina K in S, ki sodita v skupino katepsinu L 
podobnih peptidaz.  
Aktivnost katepsina L in mutante smo detektirali spektrofluorimetrično z uporabo 
sintetičnega fluorogenega substrata Z-LR-AMC. Po cepitvi peptidne vezi v substratu 
se odcepi fluorogena skupina AMC, ki fluorescira. Fluorescenco smo merili pri 
valovni dolžini ekscitacijske svetlobe 370 nm in emisijske svetlobe 455 nm. Meritve 
smo izvajali v akrilnih kivetah za enkratno uporabo. Meritve so potekale pri 
temperaturi 25 °C ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom. 
V prvem delu eksperimentalnega dela smo določili, ali ima posamezna spojina pri 
koncentraciji nasičenja (1 mM) inhibitorni učinek na aktivnost katepsina L. Primerjali 
smo začetno hitrost encimske reakcije katepsina L in začetno hitrost encimske 
reakcije ob prisotnosti potencialnega inhibitorja. Za primerjavo smo uporabili 
statistično vrednost t. Ta je morala znašati vsaj 0,05, da smo inhibicijo smatrali kot 
statistično signifikantno.  
Za meritve smo pripravili reakcijsko mešanico:  
 
 10 µL 1M DTT 
 1,5 µL 2 mM Z-LR-AMC 
 1,5 µL katepsina L (ck = 41,8 ng/mL) oziroma mutante (ck = 9,9 ng/mL) 
 20 µL 100 mM testirane snovi  
 1967 µL pufra za testiranje  
 
Končna koncentracija substrata v kiveti je bila enaka Km. Encim smo hranili na 
ledu in ga v reakcijsko mešanico dodali tik pred meritvami.  
Če je imela posamezna snov inhibitorni učinek na aktivnost encima, smo izvedli 
titracijo. Pri meritvah smo konstantni koncentraciji encima in substrata dodajali 
naraščajoče koncentracije inhibitorja. Pripravili smo naslednje reakcijske zmesi:  
 
 10 µL 1 M DTT 
 1,5 µL 2 mM Z-LR-AMC 
 1,5 µL katepsina L (ck = 41,8 ng/mL) oziroma mutante (ck = 9,9 ng/mL) 
 0,5 - 20 µL 100 mM testirane spojine  
 Pufer za testiranje do končnega volumna 2 mL 
 
Iz dobljenih eksperimentalnih podatkov smo narisali graf začetnih hitrosti v 
odvisnosti od koncentracije testirane spojine Dobljene podatke smo analizirani z 
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logistično enačbo s štirimi parametri, s katero smo približno ocenili afiniteto vezave 
inhibitorja in končno hitrost encimske reakcije:  
 
𝑣𝑖 =  𝑣0 −  
(𝑣0 − 𝑣∞)[𝐼]
ℎ
𝐸𝐶50
ℎ +  [𝐼]ℎ
 
 
𝑣𝑖 označuje hitrost encimske reakcije pri določeni koncentraciji inhibitojra I, 𝑣0 
pa hitrost encimske reakcije brez inhibitorja I. 𝑣∞ je hitrost reakcije ob nasičenju z 
inhibitorjem I. Koncentracija inhibitorja je v enačbi označena z [𝐼]. ℎ pa označuje 
Hillov koeficient, katerega vrednost je pri izračunih enaka 1. 𝐸𝐶50 je koncentracija 
inhibitorja pri kateri dosežemo polovico maksimalne inhibicije in predstavlja mero za 
učinkovitost efektorja.  
Iz dobljenih rezultatov prileganja logistične enačbe s štirimi parametri na 
eksperimentalne podatke, smo lahko okarakterizirali način inhibicije. Izračunali smo 
parameter 𝐸𝐶50, s katerim smo ocenili afiniteto vezave inhibitorja na encim in 𝑣∞ s 
katero smo ocenili ali gre za linearno/popolno ali hiperbolično/delno inhibicijo.  
 
3.2.3 DOLOČANJE VREDNOSTI Km  ZA SUBSTRAT  
 
Za določanje Km smo izmerili aktivnost katepsina L in mutante pri naraščajočih 
koncentracijah substrata Z-LR-AMC. V reakcijsko mešanico smo dodali: 
 
 10 µL 1 M DTT 
 1 µL katepsina L (ck = 27,9 ng/mL) oziroma mutante (ck = 6,6 ng/mL) 
 Z-LR-AMC v končnih koncentracijah od 0,5 µM do 19 µM  
 Pufer za testiranje do končnega volumna 2 ml 
 
Reakcije smo izvedli pri temperaturi 25 °C. Encim smo v reakcijsko mešanico 
dodali tik pred meritvijo. 
Na podlagi eksperimentalnih podatkov smo v programu GraphPad Prism narisali 
graf hitrosti v odvisnosti od koncentracije substrata in izračunali Km vrednost s 
prileganjem Michaelis-Mentenine enačbe:  
 
𝑣0  =  
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]
𝐾𝑚 + [𝑆]
 
 
𝑣0 je oznaka za začetno hitrost encimske reakcije, 𝑉𝑚𝑎𝑥 označuje mejno hitrost 
reakcije, 𝐾𝑚 pa predstavlja Michaelisovo konstanto oz. koncentracijo substrata, pri 
kateri reakcija doseže hitrost, ki je enaka 
𝑉𝑚𝑎𝑥
2
.  
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3.2.4 MUTAGENEZA  
 
Mutanta A (mutA) je mutantna oblika katepsina L, pri kateri smo v zanki 
zamenjali ostanke v enake kot pri katepsinu V. Gre za ostanke na mestih 287, 288, 
289, 291 in 293 v preproencimu (po zaporedju dobljenem na UniProt) . Na spodnji 
shemi so prikazane zamenjave ostankov:  
 
S T E S D N N – katepsin L 
G A N S N N S – katepsin V 
 
Za pripravo mutante smo izvedli »Quick Change PCR«. Izhajali smo iz plazmida 
pET32/28 z vstavljenim zapisom za človeški katepsin L. Začetna oligonukleotida smo 
načrtali s spletnim orodjem QuickChange Primer Design dostopnim na spletni strani 
www.agilent.com.  
 
Začetna oligonukleotida: 
 
5'-gctgttcttcaccagccaatatttactgttatttgaatttgcgccttcaaatccgtagccaaccaccagc-3' 
 
5'-gctggtggttggctacggatttgaaggcgcaaattcaaataacagtaaatattggctggtgaagaacagc-3' 
 
Za PCR smo pripravili naslednjo reakcijsko mešanico:  
 1 µL plazmida pET32/28 z vstavljenim zapisom za prokatepsin L (c = 264,2 
ng/µL) 
 5 µL 2mM dNTP mix 
 1,5 µL DMSO 
 5 µL 10× pufra Turbo za DNA-polimerazo 
 1 µL začetnega oligonukleotida F (končna masa 125 ng)  
 1 µL začetnega oligonukleotida R (končna masa 125 ng)  
 34,5 µL vode MiliQ 
 1 µL polimeraze Pfu Turbo  
50 µL  kočni volumen  
PCR je potekal po programu:  
 1 x          95 °C         30 s  
                     95 °C         30 s 
 18x        55 °C         1 min 
                    72 °C         8 min 
 1x           72 °C       10 min 
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Po koncu reakcije PCR smo dodali restriktazo DpnI, ki je razgradila metilirano 
matrično DNA in 10-kratni pufer Tango. Reakcijsko mešanico smo inkubirali preko 
noči pri 37 °C.  
S 5 µL reakcijske mešanice smo s toplotnim šokom transformirali 100 µL celic 
E. coli seva DH5α. 200 µL transformiranih celic smo prenesli na trdno gojišče LBA 
s kočno koncentracijo ampicilina 50 µg/ml. Po prekonočni inkubaciji pri 37 °C smo 
eno od kolonij precepili v 10 ml tekočega gojišča LBA in inkubirali preko noči pri 37 
°C.  
Inkubaciji je sledila izolacija plazmida iz bakterijskih celic. Uporabili smo 
Thermo scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit in sledili priloženemu protokolu. 
Za izolacijo smo uporabili 6 ml tekoče prekonočne kulture. Namesto z elucijskim 
pufrom smo elucijo izvedli dvakrat s po 25 µL sterilne vode MiliQ.  
Vzorec smo poslali na sekvenciranje in s tem potrdili uspešnost mutageneze.  
Z 1 µL mutiranega plazmida dobljenega po zgornjem postopku mutageneze smo 
transformirali 100 µL celic Rosetta-Gami 2(DE3)pLysS. Protokol izražanja je bil 
enak kot za izražanje nativnega človeškega prokatepsina L. 
 
 
3.2.5 MOLEKULSKA UMESTITEV  
 
»Docking« oziroma molekulska umestitev je računalniška metoda za 
napovedovanje interakcij med biološkimi molekulami z že znano strukturo. V našem 
raziskovalnem delu smo z molekulsko umestitvijo napovedali način vezave malih 
molekul inhibitorjev v alosterično mesto na katepsinu L. Pri tem smo uporabili 
program AutoDock Vina20.  
Strukturo katepsina L smo pridobili iz baze Protein Data Bank (PDB koda 3kse) 
in jo pripravili v programu AutoDock Tools20. Odstranili smo vse neproteinske atome 
in dodali polarne vodike. Strukture alosteričnih efektorjev smo izrisali v programu 
ChemDraw. Za umeščanje strukture liganda smo izbrali enake koordinate kot na 
katepsinu K, kamor se dokazano vežejo alosterični efektorji (slika 6). Za prikaz 
struktur smo uporabili program Chimera21.  
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Slika 6: Katepsin L z označenim tarčnim alosteričnim mestom. Prikazana je 
površina enoverižne oblike človeškega katepsina L (koda PDB 3kse). Orientirana 
je tako, da je aktivno mesto na vrhu. Škatla označuje tridimenzionalni prostor v 
katerega smo z »dockingom« umeščali molekule inhibitorjev. Sliko smo pridobili 
s programom AutoDock Tools20. 
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4 REZULTATI 
4.1 MUTAGENEZA 
 
Katepsinu L je znotraj družine katepsinu L podobnih peptidaz najbolj podoben 
katepsin V, saj imata 87,1 % podobnih in 77,5 % identičnih aminokislin. Med sabo 
se strukturno najbolj razlikujeta v bližini tarčnega alosteričnega mesta, kjer je zanka, 
ki povezuje eno- in dvoverižno obliko katepsina L (slika 5). Zato smo pripravili 
mutanto, kjer smo zaporedje te zanke katepsina L spremenili v enako, kot ga ima 
katepsin V.  
 
 
 
Slika 5: Poravnava struktur katepsina L in katepsina V. Struktura katepsina L 
(koda PDB 3kse) je prikazana z modro barvo, struktura katepsina V (koda PDB 
3kfq) pa s sivo barvo. Zanka, ki povezuje enoverižno in dvoverižno obliko katepsina 
L, je označena s puščico in predstavlja del tarčnega alosteričnega mesta. 
 
 
Novo aminokislinsko zaporedje zrele oblike mutante A, pri čemer je s svetlo sivo 
označena zanka in s temno sivo barvo mesta točkovnih mutacij: 
 
APRSVDWREKGYVTPVKNQGQCGSCWAFSATGALEGQMFRKTGRLISLSE
QNLVDCSGPQGNEGCNGGLMDYAFQYVQDNGGLDSEESYPYEATEESCKY
NPKYSVANDAGFVDIPKQEKALMKAVATVGPISVAIDAGHESFLFYKEGIYF
EPDCSSEDMDHGVLVVGYGFEGANSNNSKYWLVKNSWGEEWGMGGYVK
MAKDRRNHCGIASAASYPTV 
 
Plazmid z mutiranim zapisom za katepsin L smo pripravili s Quick Change PCR 
opisanem v metodah (poglavje 3.2.4). Namnožili smo ga v celicah DH5α.  
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4.2 IZRAŽANJE REKOMBINANTNEGA ČLOVEŠKEGA 
PROKATEPSINA L IN NJIGOVA AKTIVACIJA  
 
Rekombinantni človeški katepsin L in mutanto A smo pripravili po protokolu 
napisanem v metodah (poglavje 3.2.1). Za izražanje smo uporabili celice Rosetta-
Gami 2(DE3)pLysS (Merck, Nemčija), ki smo jih trasformirali s plazmidom 
pET32/28 z vstavljenim zapisom za človeški prokatepsin L oziroma mutanto A. 
Izolacijo obeh proteinov smo izvedli z nikelj-afinitetno kromatografijo. Po čiščenju 
in koncentriranju vzorcev smo iz 1600 ml bakterijske kulture dobili  pribl. 1 ml 
rekombinantnega prokatepsina L z A280 = 3,29, kar je pribl. 1,67 mg in pribl. 1 ml 
mutante A z A280 = 0,78, kar je pribl. 0,39 mg.  
 Nato smo oba proteina aktivirali enako kot divji tip katepsina L po protokolu 
napisanem v metodah. Obema smo za substrat Z-LR-AMC določili Km. 
 
 
4.3 DOLOČANJE VREDNOSTI Km ZA SINTETIČNI 
SUBSTRAT Z-LR-AMC 
 
Določili smo vrednosti Km za pogosto uporabljan sintetični substrat Z-LR-AMC, 
tako da smo izmerili hitrosti reakcij v prisotnosti naraščajočih koncentracij substrata. 
Dobljene krivulje so bile linearne, tako da smo začetne hitrosti reakcij določili z 
linearno regresijo. V programu GraphPad Prism smo narisali grafe začetne hitrosti v 
odvisnosti od koncentracije substrata in izračunali vrednosti Michaelisove konstante 
Km po Michaelis-Mentenini enačbi (sliki 7 in 8). Vrednost Km za katepsin L znaša 
1,56 ± 0,20 µM in za mutanto A 2,16 ± 0,30 µM.  
 
 
 
Slika 7: Graf začetne hitrosti katepsina L v odvisnosti od koncentracije substrata 
Z-LR-AMC. 
 
 
catL  
Km = 1,56 ± 0,20 µM 
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Slika 8: Graf začetne hitrosti mutante A v odvisnosti od koncentracije substrata 
Z-LR-AMC.  
 
 
4.4 MERITVE AKTIVNOSTI KATEPSINA L V PRISOTNOSTI 
TESTIRANIH SNOVI  
 
Testirali smo 28 potencialnih inhibitorjev, ki so kazali različne vplive na aktivnost 
katepsina L. Iz dobljenih eksperimentalnih podatkov začetnih hitrosti encimske 
reakcije smo narisali grafe preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od 
koncentracije inhibitorja. Za hitro oceno mehanizma inhibicije smo iz logistične 
enačbe s štirimi parametri v programu GraphPad Prism izračunali vrednosti 
parametrov EC50 in 𝑣∞. Prvi je merilo za potentnost oz. afiniteto inhibitorja, druga 
vrednost pa nam je povedala, ali je inhibitor popoln/linearen ali delni/hiperboličen. 
 18 spojin je imelo učinek na aktivnost katepsina L. Posamezne spojine so v 
nadaljevanju predstavljene v skupini glede na svoj efekt na nativno obliko katepsina 
L. 10 spojin ni imelo vpliva na aktivnost encima, zato smo jih iz rezultatov izpustili, 
napisane pa so v tabeli spojin. 
 
 
4.4.1 LINEARNI INHIBITORJI KATEPSINA L  
 
Linearni oziroma popolni inhibitorji so tisti, ki pri nasičenju popolnoma zavrejo 
aktivnost encima. Sem sodijo tiste spojine, za katere smo iz logistične enačbe s štirimi 
parametri določili, da je 𝑣∞ = 0. Za tak tip inhibitorjev sklepamo, da se vežejo v 
aktivno mesto. Da bi preverili, ali res pride do vezave v aktivno mesto, smo izbrali 
nekaj naključnih spojin, ki so linearni inhibitorji katepsina L in jih testirali na mutanti 
A. Razlika v afiniteti vezave spojine na katepsin L in mutanto bi kazala na možno 
vezavo v alosterično mesto. Rezultati so predstavljeni na slikah 9 do 20, določene 
vrednosti EC50 pa so zbrane v tabeli 7.  
Vsi eksperimenti so bili izvedeni pri koncentraciji substrata enaki Km. Encim smo 
v reakcijsko mešanico dodali tik pred meritvijo. 
 
mutA  
Km = 2,16 ± 0,30 µM 
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Tabela 7: Seznam linearnih inhibitorjev katepsina L in mutante A s pripadajočimi 
vrednostmi EC50. 
OZNAKA SPOJINE EC50 KATEPSIN L [mM] EC50 MUTANTA A 
[mM] 
5 1,70 ± 2,00 ni bilo testirano 
6 1,30 ± 0,35 ni bilo testirano 
8 0,44 ± 0,10 0,25 ± 0,03 
9 2,00 ± 4,00 1,00 ± 0,16 
10 3,20 ± 0,49 5,50 ± 0,76 
11 0,62 ± 0,17 0,75 ± 0,11 
13 0,30 ± 0,06 ni bilo testirano 
18 0,34 ± 0,09 0,28 ± 0,06 
19 0,35 ± 0,02 ni bilo testirano 
20 0,56 ± 0,27 0,68 ± 0,10 
22 1,00 ± 0,07 0,76 ± 0,10 
23 2,30 ± 0,84 ni bilo testirano 
 
 
 
 
 
Slika 9: Graf preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije spojine 
5.  
 
 
catL  
EC50 = 1,70 ± 2,00 mM 
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Slika 10: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 20.  
 
 
 
Slika 11: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 22.  
 
 
 
Slika 12: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 9.  
 
 
catL  
EC50 = 0,56 ± 0,27 mM 
 
 
mutA  
EC50 = 0,68 ± 0,10 mM 
 
 
catL  
EC50 = 1,00 ± 0,07 mM 
 
 
mutA 
EC50 = 0,76 ± 0,10 mM 
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EC50 = 2,00 ± 4,00 mM 
 
 
mutA 
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Slika 13: Graf preostale encimske aktivnosti katepsina L v odvisnosti od 
koncentracije spojine 13. 
 
 
 
Slika 14: Graf preostale encimske aktivnosti katepsina L v odvisnosti od 
koncentracije spojine 19.  
 
 
 
Slika 15: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 18.  
 
 
catL  
EC50 = 0,30 ± 0,06 mM 
 
 
catL  
EC50 = 0,35 ± 0,02 mM 
 
 
catL  
EC50 = 0,34 ± 0,09 mM 
 
 
mutA 
EC50 = 0,28 ± 0,06 mM 
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Slika 16: Graf preostale encimske aktivnosti katepsina L v odvisnosti od 
koncentracije spojine 23.  
 
 
 
Slika 17: Graf preostale encimske aktivnosti katepsina L v odvisnosti od 
koncentracije spojine 6. 
 
 
 
Slika 18: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 10.  
 
 
catL  
EC50 = 2,30 ± 0,84 mM 
 
 
catL  
EC50 = 1,30 ± 0,35 mM 
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mutA 
EC50 = 5,50 ± 0,74 mM 
 
 
28 
 
 
Slika 19: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 11.  
 
 
 
Slika 20: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 8.  
 
Afinitete vezave spojin na mutanto A se ne razlikujejo signifikantno od afinitet 
vezave na katepsin L. Iz tega lahko sklepamo, da se spojine, ki so linearni inhibitorji 
katepsina L vežejo v aktivno mesto.  
 Do največje razlike v afiniteti pride pri spojini 8 (slika 20), kjer se faktor EC50 
spremeni iz 0,44 ± 0,10 mM v 0,25 ± 0,03 mM. Ob upoštevanju napake tudi ta razlika 
ni dovolj velika, da bi lahko z gotovostjo trdili, da se spojina veže v alosterično mesto. 
Za potrditev bi bilo potrebno narediti mutanto, pri kateri popolnoma ugasnemo prenos 
komunikacije od alosteričnega mesta do aktivnega mesta. 
 
 
4.4.2 HIPERBOLIČNI INHIBITORJI KATEPSINA L  
 
Hiperbolični inhibitorji so tisti, ki zmanjšajo aktivnost encima, ampak 𝑣∞ ne pade 
na nič. Za tak tip inhibitorjev sklepamo, da se ne vežejo v aktivno mesto, ampak v 
neko drugo, alosterično mesto. Da bi to potrdili, smo nekatere spojine testirali tudi na 
catL  
EC50 = 0,62 ± 0,17 mM 
 
 
mutA 
EC50 = 0,75 ± 0,11 mM 
 
 
catL  
EC50 = 0,44 ± 0,10 mM 
 
 
mutA 
EC50 = 0,25 ± 0,03 mM 
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mutanti A. Rezultati so prikazani na slikah 21 do 25, določene vrednosti EC50 pa 
zbrane v tabeli 8.  
 
Tabela 8: Seznam hiperboličnih inhibitorjev katepsina L in mutante A s 
pripadajočimi vrednostmi EC50. 
OZNAKA SPOJINE EC50 KATEPSIN L [mM] EC50 MUTANTA A [mM] 
2 0,67 ± 0,30 0,16 ± 0,08 
3 1,70 ± 2,30 ni bilo testirano 
7 1,70 ± 1,20 ni bilo testirano 
12 0,81 ± 0,67 2,60 ± 7,50 
16 1,30 ± 1,30 4,20 ± 9,40 
 
 
 
Slika 21: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 2. Spojina v obeh primerih zmanjša 
aktivnost encima za 30 %.  
 
 
 
Slika 22: Graf preostale encimske aktivnosti katepsina L v odvisnosti od 
koncentracije spojine 3. Spojina zmanjša aktivnost encima za 60 %. Zaradi slabe 
afinitete vezave testiranja nismo izvedli na mutanti. 
 
 
catL  
EC50 = 1,70 ± 2,30 mM 
 
 
catL  
EC50 = 0,67 ± 0,30 mM 
 
 
mutA 
EC50 = 0,16 ± 0,08 mM 
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Slika 23: Graf preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije spojine 
7. Spojina zmanjša aktivnost encima za 60 %. Zaradi slabe afinitete vezave testiranja 
nismo izvedli na mutanti. 
 
 
 
Slika 24: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 12. Spojina zmanjša aktivnost 
katepsina L za 20 % in aktivnost mutante A za 60 %.  
 
 
Slika 25: Grafa preostale encimske aktivnosti katepsina L (levo) in mutante A 
(desno) v odvisnosti od koncentracije spojine 16. Spojina zmanjša aktivnost 
katepsina L za 20 % in aktivnost mutante A za 70 %.  
 
catL  
EC50 = 1,70 ± 1,20 mM 
 
 
catL  
EC50 = 0,81 ± 0,67 mM 
 
 
mutA 
EC50 = 2,60 ± 7,50 mM 
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Spojine 2, 12 in 16 smo testirali na nativni obliki človeškega katepsina L in 
mutanti A. V vseh treh primerih se vrednosti EC50 za vezavo na obe obliki encima 
signifikantno razlikujejo, zato lahko sklepamo, da se vežejo v alosterično mesto.  
Od zgoraj omenjenih spojin se z najvišjo afiniteto na katepsin L veže spojina 2, 
za katero smo določili, da EC50 znaša 0,67 ± 0,30 mM. Sledi spojina 12, za katero 
smo določili, da je EC50 enak 0,81 ± 0,67 mM. Ostale testirane spojine, ki so 
hiperbolični inhibitorji katepsina L se na encim vežejo z nizko afiniteto, saj so faktorji 
EC50 v mM območju.  
 
 
4.4.3 NAPOVED VEZAVE SPOJIN Z MOLEKULSKIM UMEŠČANJEM 
 
Testirane spojine so bile sintetizirane kot ligandi, ki se potencialno vežejo na 
znano alosterično mesto katepsina K. Z molekulsko umestitvijo smo za spojini 2 in 
12, poskušali napovedati način vezave na mesto homologno alosteričnem mestu 
katepsina K (sliki 26 in 27). Obe spojini sta namreč hiperbolična inhibitorja, kar se 
sklada z mehanizmom delovanja alosteričnih efektorjev katepsina K, hkrati pa se na 
katepsin L izmed vseh testiranih spojin vežeta z najvišjo afiniteto. Program AutoDock 
Vina je izračunal 10 najboljših načinov vezave spojine. Izbrali smo tistega z najnižjo 
energijo. Za spojino 2 program izračuna, da je najvižja energija vezave -4,1 kcal/mol, 
kar smo preračunali v afiniteto, ki znaša 987 µM. Dobljena vrednost je ob upoštevanju 
napake blizu eksperimentalni določene vrednosti EC50, ki znaša  670 ± 300 µM. Za 
spojino 12 pa program izračuna, da je najnižja energija vezave -4,4 kcal/mol, kar smo 
preračunali v afiniteto, ki znaša 595 µM. Tudi ta vrednost ob upoštevanju 
eksperimentalne napake ne odstopa veliko, saj določena vrednost EC50 znaša 810 ± 
670 µM. 
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Slika 26: Struktura človeškega katepsina L z vezano spojino 2. Struktura katepsina 
L (koda PDB 3kse) je prikazana v programu Chimera. Površina encima je obarvana 
glede na elektrostatski potencial. S puščico je označeno aktivno mesto encima. 
Spojina 2 je vezana v tarčno alosterično mesto. Spojina se na encim veže preko ene 
vodikove vezi (zelena), ki jo tvori z ostankom Gly284. 
 
 
 
Slika 27: Struktura človeškega katepsina L z vezano spojino 12. Struktura 
katepsina L (koda PDB 3kse) je prikazana v programu Chimera. Površina encima je 
obarvana glede na elektrostatski potencial. S puščico je označeno aktivno mesto 
encima. Spojina 12 je vezana v tarčno alosterično mesto. Spojine se na encim veže 
preko ene vodikoce vezi (zelena), ki jo tvori z ostankom Lys316. 
 
 
Tarčno alosterično mesto je v večjem delu pozitivno nabito in vključuje velik 
vezavni žep. Vanj se vežeta obe spojini z delom molekule, ki vsebuje -COOMe 
skupino. Sukcinimidna obroča obeh spojin se vežeta na približno isto mesto v podobni 
orientaciji. Spojina TG1A s svojo -OH skupino tvori eno vodikovo vez z ostankom 
Gly284 v vezavnem žepu. Spojina TG43 z alosteričnim mestom tvori eno vodiko vezi 
z ostankom Lys316.  
 
 
   
33 
 
5 RAZPRAVA 
Katepsin L je papainu podobna cisteinska endopeptidaza, ki v lizosomih 
razgrajuje proteine, procesira invariantno verigo in sodeluje pri predstavitvi 
antigenov, v jedru pa ima pomembno vlogo regulacije celičnega cikla. Poleg tega se 
encim izloča v zunajcelični prostor, kjer sodeluje pri preoblikovanju zunajceličnega 
matriksa5. 
Ker je katepsin L peptidaza, mora biti njegova aktivnost striktno regulirana. 
Nepravilno delovanje encima lahko vodi v bolezenska stanja. Višjo aktivnost encima 
so opazili pri mnogih oblikah raka pri človeku. Povezana je z agresivnostjo tumorja. 
V zunajceličnem prostoru encim razgradi komponente matriksa, kot so laminin, 
kolagen, fibronektin in elastin8. S tem ustvari poti za migracijo rakavih celic. Poleg 
tega katepsin L razgrajuje adhezijski protein kadherin E, kar še dodatno spodbudi 
proces metastaziranja22. Z inhibicijo katepsina L s specifičnimi protitelesi so uspeli 
zavret rast tumorjev in zmanjšat pojavnost metastaz8. Povišano aktivnost katepsina L 
pa so zaznali tudi pri arterosklerozi7.  
Z inhibicjo katepsina L bi posledično lahko zavrli rast nekaterih oblik raka, 
preprečili metastaziranje tumorja in zdravili arterosklerozo. Optimalno zdravilo bi 
moralo biti specifično za katepsin L, česar pa z ortosteričnim inhibitorjem ne moramo 
doseč, saj so aktivna mesta znotraj katepsinu L podobnih peptidaz ohranjena. Večjo 
specifičnost nam zagotavljajo alosterični inhibitorji, ki se vežejo na mesto oddaljeno 
od aktivnega mesta23. 
Največ raziskav o alosterični regulaciji katepsinov je danes narejenih na katepsinu 
K. O alosteričnih modifikatorjih katepsina L pa ne vemo veliko in v bazi ASD ni 
zabeleženega nobenega njegovega alosteričnega modifikatorja. Baza prav tako ne 
navaja nobenega efektorja katepsina V, ki je katepsinu L najbolj podoben in bi bila 
zato primerjava med njima najbolj smiselna.  
Kljub veliki podobnosti katepsinov V in L v strukturi in aminokislinskem 
zaporedju, pa smo tekom testiranja spojin ugotovili, da kažeta razlike v afiniteti do 
vezave nekaterih inhibitorjev. Encima se razlikujeta v tarčnem alosteričnem mestu, 
zato smo mutirali nativni katepsin L tako, da smo pet aminokislin v zanki v bližini 
alosteričnega mesta zamenjali s takimi, kot jih ima katepsinu V. Strukturno sta si 
encima podobna in ker so nove aminokisline enake kot v katepsinu V, sklepamo, da 
mutacije ne vplivajo bistveno na strukturo. Razlike v afiniteti vezave inhibitorja na 
nativno obliko katepsina L in mutanto pa nam povejo, da se spojina veže v alosterično 
mesto. 
V diplomski nalogi smo identificirali 12 linearnih inhibitorjev, ki popolnoma 
zavrejo encimsko aktivnost. Za te smo že od začetka sklepali, da se vežejo v aktivno 
mesto. Obstaja pa možnosti, da se spojina veže v alosterično mesto in povzroči tako 
veliko konformacijsko spremembo aktivnega mesta, da se delovanje encima 
popolnoma ustavi. V tem primeru bi linearni inhibitor lahko bil alosteričen. Na ta 
način deluje inhibitor kaspaze-7 NSC32120524.  
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Zato smo izbrali nekaj naključnih linearnih inhibitorjev in jih testirali na mutanti. 
Razlika v afiniteti vezave inhibitorja na nativno obliko in na mutirano obliko bi nam 
zato pomenila, da se spojina veže v alosterično mesto. Izmed izbranih spojin linearnih 
inhibitorjev katepsina L, nismo zaznali bistvene spremembe v EC50 pri testiranju na 
mutanti A, zato lahko sklepamo, da se vse spojine res vežejo v aktivno mesto.  
Največja razlika se sicer pokaže pri spojini 8, saj je afiniteta vezave na mutirano 
obliko približno dvakrat višja kot na nativno obliko. Podobno afiniteto vezave, kot na 
mutanto A so izmerili tudi za katepsin V (Urban Hribar, osebna komunikacija). To bi 
lahko nakazovalo na vezavo v alosterično mesto, saj se katepsin L in katepsin V v 
tem razlikujeta,  medtem, ko je aktivno mesto praktično enako. Z gotovostjo bi lahko 
potrdili ali se spojina veže v alosterično mesto s pomočjo mutacij, ki bi preprečile 
prenos informacije med alosteričnim mestom in aktivnim mestom. Vendar to ostaja 
predmet nadaljnjih raziskav.  
Poleg linearnih inhibitorjev smo identificirali tudi pet delnih oziroma 
hiperboličnih inhibitorjev. Te spojine tudi v visokih koncentracijah nikoli ne znižajo 
hitrosti encimske reakcije na nič. Za te smo že od začetka sklepali, da se vežejo v 
alosterično mesto, s testiranjem nekaterih na mutanti A smo to tudi potrdili. 
Spojine 7, 16 in 3 imajo visoke afinitete za vezavo na katepsin L, saj je določen 
faktor EC50 v mM območju. Spojine se s podobno afiniteto vežejo tudi na katepsina 
S in K (Tjaša Goričan, osebna komunikacija), zato niso specifične. 16 smo testirali 
tudi na mutanti, pri čemer se faktor EC50 spremeni, zato sklepamo, da se veže v 
alosterično mesto. Zaradi velike napake meritve pa tega z gotovostjo ne moremo 
potrditi.  
Bolj obetavni so rezultati testiranja spojine 2, ki aktivnost katepsina zmanjša za 
30 %. Ko smo spojino testirali še na mutanti A, smo ugotovili, da se afiniteta vezave 
poveča za faktor 4,5, delež inhibicije pa ostane enak. Potrdili smo, da se spojina veže 
v alosterično mesto. Enako spojino so testirali tudi na katepsinu K za katerega so 
določili faktor EC50 v mM območju (Tjaša Goričan, osebna komunikacija) in na 
katepsinu S, za katerega so določili faktor EC50 (900 ± 700) µM (Tjaša Goričan, 
osebna komunikacija). V primerjavi s temi rezultati kaže spojina višjo afiniteto za 
vezavo na katepsin L, kljub temu pa zanj ni specifična. Način vezave spojine v 
alosterično mesto smo napovedali z molekulsko umestitivijo. 
Utemeljeno lahko trdimo, da je spojina 12 alosterični inhibitor katepsina L, ki 
aktivnost encima zmanjša za 30 %. Ob testiranju spojine na mutirani obliki encima, 
ki se od nativne razlikuje le v alosteričnem mestu, se je afiniteta vezave zmanjšala za 
več kot dvakrat. Spojino so testirali tudi na katepsinih V, B in S, kjer ni bilo opazne 
inhibicije (osebna komunikacija). S podobno afiniteto kot na katepsin L pa se veže na 
katepsin K (Tjaša Goričan, osebna komunikacija).  
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6 ZAKLJUČEK 
Z rezultati diplomske naloge smo dokazali, da lahko katepsin L reguliramo z 
uporabo sintetičnih modifikatorjev, ki glede na kinetičen profil delujejo alosterično. 
Kot najboljša takšna inhibitorja sta se izkazali spojini 2 in 12, saj se na encim vežeta 
z najvišjo afiniteto. S testiranjem spojin na mutanti smo pokazali, da vezava verjetno 
res poteče v alosterično mesto. Z uporabo računalniških metod, pa smo napovedali 
njuno vezavo v tarčno alosterično mesto. V nadaljevanju bi bilo smiselno sintetizirat 
njune derivate, ki bi lahko kazali še višjo afiniteto vezave na katepsin L in večjo 
specifičnost. 
V nalogi smo identificirali še tri druge hiperbolične inhibitorje, ki se potencialno 
vežejo v alosteričo mesto in 12 linearnih inhibitorjev, ki se najverjetneje vežejo v 
aktivno mesto, kar smo za nekatere tudi potrdili s testiranjem na mutanti. Preostalih 
10 testiranih spojin nima vpliva na aktivnost katepsina L.  
  
36 
 
  
37 
 
 
7 LITERATURA  
 
[1]  Novinec, M.; Lenarčič, B. Papain-like Peptidases: Structure, Function, and 
Evolution. Biomol. Concepts 2013, 4 (3), 287–308. 
[2]  Rawlings, N. D.; Barrett, A. J.; Thomas, P. D.; Huang, X.; Bateman, A.; Finn, 
R. D. The MEROPS Database of Proteolytic Enzymes, Their Substrates and 
Inhibitors in 2017 and a Comparison with Peptidases in the PANTHER 
Database. Nucleic Acids Res. 2018, 46 (D1), D624–D632. 
[3]  Turk, V.; Stoka, V.; Vasiljeva, O.; Renko, M.; Sun, T.; Turk, B.; Turk, D. 
Cysteine Cathepsins: From Structure, Function and Regulation to New 
Frontiers. Biochim. Biophys. Acta - Proteins Proteomics 2012, 1824 (1), 68–88. 
[4]  Vidak, E.; Javoršek, U.; Vizovišek, M.; Turk, B. Cysteine Cathepsins and Their 
Extracellular Roles: Shaping the Microenvironment. Cells 2019, 8 (3). 
[5]  Kirschke, H. Cathepsin L. Handb. Proteolytic Enzym. 2013, 1808–1817. 
[6]  Fairhead, M.; van der Walle, C. F. The Heavy-Light Chain Loop of Human 
Cathepsin-L Modulates Its Activity and Stability. Protein Pept. Lett. 2008, 15 
(1), 47–53. 
[7]  Liu, J.; Sukhova, G. K.; Yang, J.-T.; Sun, J.; Ma, L.; Ren, A.; Xu, W.-H.; Fu, 
H.; Dolganov, G. M.; Hu, C.; et al. Cathepsin L Expression and Regulation in 
Human Abdominal Aortic Aneurysm, Atherosclerosis, and Vascular Cells. 
Atherosclerosis 2006, 184 (2), 302–311. 
[8]  Sudhan, D. R.; Siemann, D. W. Cathepsin L Targeting in Cancer Treatment. 
Pharmacol. Ther. 2015, 155, 105. 
[9]  Goodey, N. M.; Benkovic, S. J. Allosteric Regulation and Catalysis Emerge via 
a Common Route. Nat. Chem. Biol. 2008, 4 (8), 474–482. 
[10]  Liu, J.; Nussinov, R. Allostery: An Overview of Its History, Concepts, Methods, 
and Applications. PLoS Comput. Biol. 2016, 12 (6). 
[11]  Tsai, C.-J.; del Sol, A.; Nussinov, R. Protein Allostery, Signal Transmission and 
Dynamics: A Classification Scheme of Allosteric Mechanisms. Mol. Biosyst. 
2009, 5 (3), 207. 
[12]  Shen, Q.; Wang, G.; Li, S.; Liu, X.; Lu, S.; Chen, Z.; Song, K.; Yan, J.; Geng, 
L.; Huang, Z.; et al. ASD v3.0: Unraveling Allosteric Regulation with Structural 
Mechanisms and Biological Networks. Nucleic Acids Res. 2016, 44 (D1), 
D527–D535. 
[13]  Novinec, M.; Kovačič, L.; Lenarčič, B.; Baici, A. Conformational Flexibility 
and Allosteric Regulation of Cathepsin K. Biochem. J. 2010, 429 (2), 379–389. 
38 
 
 
[14]  Novinec, M.; Korenč, M.; Caflisch, A.; Ranganathan, R.; Lenarčič, B.; Baici, 
A. A Novel Allosteric Mechanism in the Cysteine Peptidase Cathepsin K 
Discovered by Computational Methods. Nat. Commun. 2014, 5 (1), 3287. 
[15]  Novinec, M.; Rebernik, M.; Lenarčič, B. An Allosteric Site Enables Fine-
Tuning of Cathepsin K by Diverse Effectors. FEBS Lett. 2016, 590 (24), 4507–
4518. 
[16]  Marques, A. F.; Gomes, P. S. F. C.; Oliveira, P. L.; Rosenthal, P. J.; Pascutti, P. 
G.; Lima, L. M. T. R. Allosteric Regulation of the Plasmodium Falciparum 
Cysteine Protease Falcipain-2 by Heme. Arch. Biochem. Biophys. 2015, 573, 
92–99. 
[17]  Pant, A.; Kumar, R.; Wani, N. A.; Verma, S.; Sharma, R.; Pande, V.; Saxena, 
A. K.; Dixit, R.; Rai, R.; Pandey, K. C. Allosteric Site Inhibitor Disrupting 
Auto-Processing of Malarial Cysteine Proteases. Sci. Rep. 2018, 8 (1), 16193. 
[18]  Rosetta-gamiTM 2(DE3) Competent Cells * - Novagen | 71351 
http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Rosetta-gami-2DE3-
Competent-Cells-*-Novagen,EMD_BIO-
71351?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F&bd=1 
(pridobljeno: 3. jun. 2019). 
[19]  Competent E. Coli DH5a https://www.mclab.com/Dh5-Alpha-Competent-E.-
Coli.html (pridobljeno: 3. jun. 2019). 
[20]  O. Trott, A. J. O. AutoDock Vina: Improving the Speed and Accuracy of 
Docking with a New Scoring Funstion, Efficient Optimization and 
Multithreading. J. Comput. Chem. 2010, 31, 455–461. 
[21]  Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng EC, 
F. TE. UCSF Chimera--a Visuzalization System for Exploratory Research and 
Analysis. J. Comput. Chem. 13 (25), 1605–1612. 
[22]  Löser, R.; Pietzsch, J. Cysteine Cathepsins: Their Role in Tumor Progression 
and Recent Trends in the Development of Imaging Probes. Front. Chem. 2015, 
3, 37. 
[23]  Shen, A. Allosteric Regulation of Protease Activity by Small Molecules. Mol. 
Biosyst. 2010, 6 (8), 1431. 
[24]  Feldman, T.; Kabaleeswaran, V.; Jang, S. B.; Antczak, C.; Djaballah, H.; Wu, 
H.; Jiang, X. A Class of Allosteric, Caspase Inhibitors Identified by High-
Throughput Screening. Mol. Cell 2012, 47 (4), 585. 
 
 
